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摘 Æ: 绣球 (Hydrangea macrophylla) 是 以 花序 为 主要 观赏 部 位 的 园林 植物 ， 多 用 作 切 花 
装饰 和 景观 营造 ， 在 亚洲 、 美 洲 、 欧 洲 广 泛 栽 培 。 为 探究 AP3 基因 在 绣球 花 苯 形成 过 程 中 
的 功能 ， 加 快 重 办 绣球 新 品种 培育 进程 ， 该 研究 以 绣球 “ 杜 丽 ” 为 材料 ， 克 隆 其 MADS-box 
B 类 基因 HmAP3， 并 结合 生物 信息 学 方法 预测 基因 功能 ; 根据 HmAP3 序列 信息 ， 筛 选 出 高 
特异 性 编辑 靶 点 并 构建 CRISPR/Cas9 基因 编辑 载体 ， 通 过 农 杆 菌 转化 法 将 载体 整合 到 绣球 
基因 组 中 。 结 果 表明 : (1) HmAP3 全 长 546 bp， 共 编码 181 个 氨基 酸 ， 测 序 结果 表明 其 氨基 
酸 序列 与 参考 序列 一 致 性 为 100%， 与 拟 南 芥 AtAP3 相似 度 为 58.8%; (2) 不 同属 植物 AP3 
氨基 酸 序列 差异 较 大 ， 在 同属 不 同 物种 中 AP3 蛋白 主要 结构 则 较为 保守 ， 仅 在 少数 基 序 上 
存在 差异 ;(3) 在 HmAP3 中 共 鉴 定 到 2 个 高 特异 性 靶 点 ,并 成 功 构建 2 个 单 靶 点 CRISPR/Cas9 
基因 编辑 载体 ; (4) 本 研究 共 获 得 $ 株 基因 组 内 含有 Cas9 序列 的 抗 性 菠 , 但 其 靶 点 均 未 突变 ， 
在 抗 性 芽 中 没有 检测 到 Cas9 表达 。 本 研究 探讨 了 AP3 基因 在 重 办 绣球 育种 中 的 价值 ， 对 绣 
球 的 CRISPR/Cas9 基因 编辑 技术 进行 了 初探 ， 为 绣球 优良 品种 繁育 工作 奠定 基础 。 
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Abstract: Hydrangea macrophylla is a garden plant widely cultivated in Asia, America, and 
Europe with its inflorescence as main ornamental feature. It is commonly used in interior 
decoration and landscape creation. To investigate the role of AP3 gene in hydrangea during calyx 
formation, H. macrophylla ‘Dooley’ was used as the material. The MADS-box class B gene 
HmAP3 was cloned, and its gene function was predicted by bioinformatics analysis. To explore 
quicker methods for breeding new varieties, highly-specific editing targets were screened and 
CRISPR/Cas9 gene-editing vectors were constructed. The vector sequence was integrated into the 
H. macrophylla genome by agrobacterium-mediated transformation. The results were as follows: 


(1) The full length of HmAP3 was 546 bp, encoding 181 amino acids. Its protein sequence was 
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10096 similar to the reference sequence and 58.896 similar to Arabidopsis thaliana. (2) AP3 
differed greatly in different genera. Within the same genus, the main structure of AP3 was 
conserved and differed only in a few motifs. (3) There were 2 highly specific targets in HmAP3. 
Sequencing results indicated that both single-target CRISPR/Cas9 gene-editing vectors were 
constructed successfully. (4) There were 5 resistant buds with Cas9 sequences in their genomes. 
However, their target sequences did not change due to the absence of Cas9 expression. In this 
study, the potential of AP3 gene in the breeding work of double flower phenotype was 
investigated, and a preliminary exploration of CRISPR/Cas9 gene-editing technology for 
hydrangea was conducted. These results provide a basis for the breeding of H. macrophylla. 

Key words: Hydrangea macrophylla, MADS-box family, AP3, CRISPR/Cas9, vector 
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绣球 (Hydrangea macrophylla)， 虎 耳 草 科 绣 球 属 ， 又 名 八仙 花 ， 在 庭院 景观 中 的 应 用 历 
ERA, 是 一 种 具有 较 高 观赏 价值 的 园林 植物 ， 又 作为 世界 流行 的 切花 深 受 大 众 喜 爱 。 目前 
是 


绣球 主要 有 和 蕾丝 帽 型 和 圆 球 型 两 类 花序 ,其 花序 中 的 不 育 花 具有 大 而 艳丽 的 花 为 状 茹 
绣球 的 主要 观赏 组 织 。 绣球 不 育 花 有 单 久 和 重 办 之 分 ， 其 中 单 欠 类 只 有 一 轮 观 赏 性 苯 片 ， 
办 类 则 有 具有 多 轮 观 赏 性 苯 片 。 相 比 之 下 ， 重 办 绣球 具有 更 高 的 观赏 和 经 济 价值 ， 是 绣球 新 品 
种 培育 的 重要 方向 (Suyama et al., 2015)。 目 前 国内 外 的 绣球 育种 方式 以 杂交 育种 为 主 ， 其 
育种 效率 低 、 周 期 长 ， 难 以 适应 日 益 增 长 的 市 场 需求 (Wu et al., 2021)， 需 要 探索 更 快捷 、 
高 效 的 育种 方式 。 

CRISPR/Cas9 技术 是 一 种 新 兴 的 基因 编辑 技术 ,能够 定向 改变 植物 的 观赏 性 状 , 如 改造 
花 型 、 花 色 ， 延长 观赏 周期 等 , 在 园林 植物 新 品种 繁育 工作 中 具有 极 大 的 发 展 潜力 和 经 济 价 
值 (Kaur et al., 2021)。CRISPR/Cas9 基因 编辑 系统 由 Cas9 核酸 酶 和 单 引 导 RNA (single guide 
RNA, sgRNA) 构成 (Jinek et al., 2012); 二 者 在 植物 细胞 内 转录 后 形成 复合 体 ， 识 别 植物 基 
因 组 中 的 间 区 序列 邻近 基 序 (protospacer adjacent motif, PAM) 前 端 约 20 nt 核 昔 酸 序列 并 
结合 ，Cas9 核酸 酶 切割 该 序列 形成 DNA 双 链 缺口 DNA double-strand breaks, DSBs), 5| 7 
植物 自身 损伤 修复 机 制 ， 产 生 随 机 的 碱 基 缺 失 (Hsu et al, 2013)。 与 其 他 园艺 作物 相 比 ， 
CRISPR/Cas9 技术 在 园林 植物 中 的 应 用 较 少 , 仪 在 毛 白 杨 (Fan et al., 2015). 4# (Zhang 
et al., 2016; Sun & Kao, 2018; Xu et al., 2020; Yu et al., 2021). 菊花 (Kishi-Kaboshi et al., 2017)、 
铁皮 石狮 (Kui et al., 2017). 百合 (Yan et al., 2019), 7E^E TE (Shibuya et al., 2018; Watanabe et 
al, 2018). 344 H- (Nishihara et al., 2018) 与 蝴蝶 兰 (Tong et al., 2020; Semiarti et al., 2020) 中 
被 应 用 。 

bas BA. LESE. MEROE 4 个 部 分 组 成 ， 其 基因 表达 调控 机 制 可 以 用 ABCDE 
模型 来 解释 。 在 ABCDE 模型 中 ，B 类 基因 主要 负责 与 A 类 基因 共同 调控 花 办 的 形成 ， 及 
与 C 类 基因 共同 调控 雄 营 的 形成 (Coen & Meyerowitz, 1991); K A 类 基因 中 的 AP2 JE 
AP2/ERF 家 族 外 ， 该 模型 中 的 其 余 基 因 均 属于 MADS-box 基因 家 族 ( 王 莹 等 ，2021)。 
MADS-box B 类 基因 亚 家 族 成 员 广 泛 存 在 于 现存 植物 的 基因 组 中 , 在 裸子 植物 小 孢子 叶 球 与 
被 子 植物 花 办 和 雄蕊 中 均 有 表达 ， 在 植物 发 育 过 程 中 具有 重要 地 位 (Albert et ab, 1998). B 
类 基因 包含 APETALA3 (AP3) 和 PITILLATA (PD 两 个 谱系 ， 其 中 4P3 谱系 主要 调控 花 关 和 
TE IDE IX. (Jaramillo & Kramer, 2004). AP3 蛋白 中 含有 保守 的 K-box 结构 域 ,该 结构 域 能 
够 引导 AP3 蛋白 与 PI、SEP3、AP1 和 蛋白 形成 四 聚 体 , 诱导 花 准 原 基 形 成 (Melzer & TheiBen, 
2009; TheiBen et al., 2016). 在 观赏 植物 中 ,已 经 发 现 AP3 基因 沉默 能 够 导致 矮 牵 牛 (van der 
Krol, 1993)、 兰 花 (Mondragón-Palomino & TheiBen, 2009) E; EÉ3L3£ (Zhang et al., 2013) 等 发 
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因此 ， 本 研究 对 绣球 “ 杜 丽 ”的 MADS-box B 类 基因 HmAP3 进行 了 克隆 和 生物 信息 
学 分 析 ; 同时 结合 组 内 前 期 绣球 “ 杜 丽 ”再 生体 系 建立 基础 ， 借 助 CRISPR/Cas9 基因 编辑 
系统 ， 构 建 了 2 个 HmAP3 单 靶 点 载体 ， 转 化 获得 抗 性 东 。 拟 探讨 以 下 问题 : (1) HmAP3 A 
基 酸 序列 保守 结构 域 特征 与 蛋白 结构 分 析 ; (2) HmAP3 系统 进化 关系 及 其 生物 学 功能 预测 ; 
(3) 探究 影响 绣球 CRISPR/Cas9 基因 编辑 工作 成 功率 的 因素 。 以 期 为 绣球 的 性 状 改良 和 新 品 
种 繁育 工作 提供 实践 参考 和 技术 支撑 。 


1 材料 与 方法 


1.1 试验 材料 和 试剂 

绣球 “ 杜 丽 ”种 植 于 北京 植物 园 (116° 28'E、40° N). T 4 月 选取 染 绿 、 无 病虫害 的 叶 
片 作为 试验 材料 ， 将 叶 方 与 叶柄 一 并 剪 下 ， 放 入 干净 的 蒸馏 水 中 转移 至 实验 室 。 

试验 所 用 的 试剂 盒 包 括 : 植物 基因 组 DNA 提取 试剂 盒 (天 根 生化 科技 有 限 公司 ， 
DP350) ， 植 物 总 RNA 提取 试剂 盒 (天 根 生 化 科技 有 限 公 司 ，DP432)，cDNA 反 转 录 试 剂 
fx (TaKaRa, RR047A), DNA 凝 胶 回收 试剂 盒 (北京 擎 科 生物 科技 公司 , GE0101)，One step 
ZTOPO-Blunt/TA 零 背景 快速 元 隆 试剂 盒 (北京 庄 盟 生物 科技 有 限 公司 ，ZC206)，SE ZIEHE 
隆 和 组 装 试剂 盒 (北京 庄 盟 生物 科技 有 限 公司 ，ZC231)， 限 制 性 内 切 酶 Bsal ( 纽 英伦 生物 技 
术 有 限 公司 )。 
1.2 绣球 “ 杜 丽 ”HmAP3 基因 克隆 

依据 在 NCBI 上 查找 到 的 绣球 ‘Blue Sky? (H. macrophylla) AP3 基因 (GenBank: 
AF230702.1) 的 CDS 序列 进行 引物 设计 ( 表 1) 并 合成 高 特异 性 引物 。 

按照 试剂 盒 说 明 书 提取 试验 材料 总 DNA 和 RNA, 并 将 RNA REER cDNA. L cDNA 
和 DNA 为 模板 ,用 KOD One 高 保 真 DNA 聚合 酶 (TOYOBO, KMM-101), 以 HmAP3-FI/RI 
为 引物 ( 表 1) 进行 PCR 扩 增 。 扩 增产 物 利用 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 进行 纯化 ,将 目的 片段 所 处 区 
RERA FR, E DNA 凝 胶 回 收 试剂 盒 说 明 书 回收 。 纯 化 后 的 PCR 产物 连接 T 载体 
Ja X DH5a 大 肠 杆 菌 感受 态 涂 布 平板 培养 12 h， 选 取 单 菌 落 送 至 测序 公司 (北京 擎 科 ) 进 
行 质粒 提取 和 测序 工作 ， 获 得 HmAP3 基因 的 CDS 序列 和 DNA 序列 。 
1.3 绣球 “ 杜 丽 ”HmAP3 基因 生物 信息 学 分 析 
使 用 Cell-PLoc (http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/Cell-PLoc-2/) 对 HmAP3 进行 亚 细 胞 
定位 预测 (Chou & Shen, 2010)。 利 用 NCBI-BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 
比 对 HmAP3 氨基 酸 序 列 相似 性 , 下载 比 对 结果 中 排名 在 前 列 的 其 他 植物 AP3 氨基 酸 序 列 ， 
同时 下 载 拟 南 芥 AtAP3 氨基 酸 序列 ， 使 用 MEGA-X 用 邻接 法 (neighbor-joining method, NJ) 
构建 系统 进化 树 (Zhang et al., 2019)。 利 用 MEME (http://meme-suite.org/tools/meme/) 预测 
HmAP3 氨基 酸 序列 保守 基 序 。 通 过 ProrParam (https://web.expasy.org/protparam/) 分 析 
HmAP3 蛋白 的 理化 性 质 (Li et alL，2020) 。 分 别 使 用 蛋白 二 级 结构 预测 工具 SOPMA 
(https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa automat.pl?page-npsa, sopma.html/) 4l && Á = 2K £i 4] Ti 
MT- Swiss model (https://swissmodel.expasy.org/) 对 HmAP3 氨基 酸 序列 进行 分 析 。 
14 CRISPR/Cas9 基因 编辑 载体 构建 和 转化 
使 用 CRISPR 3E Zi X5 CRISPRdirect (http://crispr.dbcls.jp/) 根据 HmAP3 基因 的 
CDS 序列 ， 选 择 PAM 位 点 和 GC 含量 在 40% 一 60% Z |H RU gu PE TESE Xi. UA 
pCAMBIA1300-sgRNA/Cas9 载体 质粒 为 模板 ,HmAP3-F2/R2、HmAP3-F3/R3 为 引物 (K 1), 
进行 PCR 扩 增 获得 带 有 黏 性 末端 的 目的 片段 。 使 用 内 切 酶 Bsal 酶 切 获得 
pCAMBIA1300-sgRNA/Cas9 线性 载体 ， 用 无 颖 克隆 试剂 盒 (北京 庄 盟 生物 科技 有 限 公 司 ， 
ZC231) 连接 载体 和 目的 片段 ， 获 得 重组 质粒 。 构 建 好 的 质粒 转 入 DH5a 大 肠 杆菌 感受 态 涂 
布 平 板 培 养 12 h， 选 取 单 菌落 送 至 测序 公司 QURGERD 进行 质粒 提取 和 测序 工作 ， 回 收 构 


= 


建成 功 的 载体 质粒 。 将 构建 好 的 载体 pCAMBIA 1300::HmAP3 利用 冻 融 法 转 入 GV3101 农 杆 
菌 感受 态 中 ,在 2 抗 LB 培养 基 (50mgL!- F3 +50mg L'AP) 中 28 *C 培养 d, 


挑 取 单 菌落 在 LB 液体 培养 基 扩 繁 。 离心 收集 扩 繁 的 农 杆菌 菌 体 , 加 入 适量 侵 染 液 (MS + 30 


gL? RES +200 umol- L’ 乙酰 丁香 酮 ) 调 至 OD6oo= 0.4. 


将 绣球 “ 杜 丽 ”叶片 剪 切 成 lem x lcm 的 小 块 ， 在 时 背 划 3—4 刀 ， 放 入 上 述 配制 好 的 


侵 染 液 中 浸泡 侵 染 10 min， 转 接 到 共 培养 培养 基 (MS + 2.0 mg:L” 6-BA + 0.1 mg:L” IBA) 
上 暗 培养 2d， 再 转移 到 筛选 培养 基 (MS + 2.0 mg.L'! 6-BA +0.1 mg.L! IBA +2 mg L“ HE 


K + 200 mg.L'! 头孢 霉 素 ) 中 至 获得 抗 性 再 生 芽 。 


1.5 抗 性 芽 检测 和 鉴定 


取 抗 性 芽 叶 片 ， 使 用 基因 组 提取 试剂 盒 获 取 叶 片 DNA， 再 依次 使 用 总 RNA 提取 试剂 


fX. cDNA 反 转 录 试 剂 合 获取 叶片 cDNA. 
引物 扩 增 Cas9 序列 ， 扩 增 片 段 长 度 为 764 


分 别 以 叶片 DNA 和 cDNA 为 模板 ，Cas9-F/R 为 
bp。 以 叶片 DNA 为 模板 ，HmAP3-F1/R1 为 引物 


扩 增 抗 性 芽 HmAP3 序列 ， 扩 增产 物 送 至 测序 公司 (北京 擎 科 ) 测序 。 使 用 DNAMAN 比 对 


测序 结果 与 野生 型 序列 差异 。 


表 1 本 研究 中 所 使 用 的 引物 序列 


Table 1 Primer sequences used in this study 


引物 名 称 序列 退火 温度 Jê 
Primer name Sequence (5'>3') Annealing temperature Purpose 
CC) 
HmAP3-F1 5'- ATGTTCTCCACTACCAACAAACT -3' 56 HmAP3 全 长 扩 增 
HmAP3-R1 5'- CTAATCGAGCAATGCATACGTAG -3' HmAP3 full-length amplification 
HmAP3-F2 5'- ACAGCTAGAGTCGAAGTAGTGATTG 58 CRISPR/Cas9 载体 构建 - 靶 点 1 
HmAP3-R2 GATCTGTACCAGACGACAATGTTTTAGAGCT CRISPR/Cas9 vector construction- Target 1 
AGAAATAGC -3' 
5'- TTCTGCAGACAAATGGCCCCCATTCG 
GAGTTTTTGTATCT -3' 
HmAP3-F3 5'- ACAGCTAGAGTCGAAGTAGTGATTG 58 CRISPR/Cas9 载体 构建 - 靶 点 2 
HmAP3-R3 GTACTCGATACTTTCGTTCAGTTTTAGAGCTA CRISPR/Cas9 vector construction- Target 2 
GAAATAGC -3' 
5'- TTCTGCAGACAAATGGCCCCCATTCG 
GAGTTTTTGTATCT -3' 
Cas9-F 5'- CAAGTTCATCAAGCCCATCC -3' 52 抗 性 芽 Cas9 序列 检测 
Cas9-R 5'- GTCCTCGTTTTCCTCATTGTC -3' Cas9 sequence detection in resistant buds 
2 结果 与 分 析 


2.1 绣球 “ 杜 丽 ”AP3 基因 克隆 与 序列 分 析 
参考 绣球 ‘Blue Sky’ AP3 基因 CDS 序列 ， 利 用 HmAP3-F1/ HmAP3-R1 引物 ( 表 1), 在 


绣球 “ 杜 丽 ” cDNA 文库 和 基因 组 中 死 隆 至 


1 了 两 段 完全 一 致 的 核 苷 酸 序列 ， 说 明 该 基因 结构 


中 无 内 含 子 。 克 隆 到 的 基因 全 长 546 bp. 


编码 181 TAER, AH NCBI DRAR 


列 ， 发 现在 30 一 123 bp 处 包含 1 个 K-BOX 保守 结构 域 (图 ID)。 该 氨基 酸 序列 C 端 含有 PI 


基 序 和 euAP3 基 序 , 符合 MADS-box 家 族 特征 , 命名 为 HmAP3. 1$ HmAP3 与 拟 南 芥 AtAP3 


氨基 酸 序列 比 对 ， 其 相似 度 为 58.8%; HmAP3 与 绣球 ‘Blue Sky’ AP3 的 DNA 序列 相似 度 为 


100%。 因 此 ， 
胞 核 中 表达 。 


ATGTTCTCCACTACCAACAAACTCCATGAATACATCAGTCCTTCCATTTCAACCAAAGAACTGTTCGATCTGTAC 
M F S T T N K L H E YI S P S I S T K E L F D L XY 


推测 该 基因 为 绣球 “ 杜 丽 ”AP3 基因 。 亚 细胞 定位 预测 结果 显示 HmAP3 E 


K-BOX 
76 CAGACGACAATGGGGATCGATCTTTGGAGCTCACACTATGAGAGAATGCAAGAGAACTTGAAGAAACTAAAAGAT 
26 Q T T MG I D L W S S H Y E R M QE N L KK LK D 
151 GTTAATAGGAATCTAAGGATGGAAATCAGGCAGAGGATGGGTGAGAGTCTGAACGATCTGAGCTGGAAGGATCTG 
SL V N R NL R M E I R QR MG E S L N DL SW KD L 
226 CGTGGTCTTGAGCAAGAAATGGATAGCTCTGTGAAAATCATCCGTGAACGAAAGTATCGAGTACTCGGTAACCAG 
76 R G L E QE MD S S V K I I R E R K Y R V L G N Q 
301 ATTGACACTCACAGGAAAAAGGTGAGGAATGCAGAAGAGATACACAGATATATCATACATGAATTTGAGGTGAAA 
101 I D T H R K K V R N A E E IH RYI IH EF E VEK 
376 GAAGAAGATCCACACTATGGATTAGTTGATAATGGAGGAAATTACGATTCGGTCCTTGGATTTCCAAATGATGGC 
126 E E DP HYG LVDNGGN YDSVLGEFPNILDGOG 
451 CCTCCGCGCATTGTAGCTTTTCGCCTGCAGACTAATCAGCATAGTCTTTGTACCGGAGGAGGATCTGATCTCACT 
151 P PR IV AF RLOTNOHSLCTGGGSDI.ILI'T 
526 ACGTATGCATTGCTCGATTAG 
176 T Y À L Lb BD * 


* 表示 终止 子 。 


* indicates terminator. 


图 1 HmAP3 序列 及 其 结构 域 分 析 


Fig.1 Sequence and structural domain analysis of HmAP3 


2.2 绣球 “ 杜 丽 ”AP3 蛋白 系统 进化 与 motif 分 析 
将 HmAP3 氨基 酸 序 列 提交 到 NCBI 进行 BLAST 比 对 ， 在 比 对 结果 中 选取 下 载 与 该 序 
列 相似 度 较 高 的 其 他 植物 AP3 氨基 酸 序列 ， 在 MEGA-X 软件 上 用 邻接 法 构建 系统 进化 树 


进化 过 程 中 具有 一 定 保守 愧 


T 


(E2. Mis Eo E. fRERSETE DIO PLATES HERRIAK WHH AP3 蛋白 在 系统 


E。 从 各 小 分 支 来 看 ， 不 同 物种 间 的 AP3 序列 存在 一 定 差异 ， 而 


同 物 种 间 的 序列 相似 度 则 较 高 。 相 对 而 言 ， 绣 球 与 神秘 果 (Synsepalum dulcificum)、 酒 金 桃 
HIE (Aucuba japonica var. borealis) 和 欧洲 枸 骨 (Ilex aquifolium) 亲缘 关系 最 近 。 在 模式 


植物 中 , 绣球 与 烟草 (Nicot 


因此 ， 使 用 烟草 基因 组 作为 预测 绣球 基因 编辑 靶 点 的 参考 基因 组 更 为 适宜 。 


iana tabacum) 的 亲缘 关系 比拟 南 芥 (Arabidopsis thaliana) 更 近 。 


在 MEME-motif suite 工具 上 对 上 述 氨 基 酸 序列 进行 分 析 后 ， 获 得 了 15 个 motif 及 其 在 


序列 中 的 相对 位 置 (图 2)。 


大 部 分 植物 AP3 序列 包含 7 个 motif, 其 中 有 8 个 AP3 序列 包含 


8 个 motif，1 个 AP3 序列 包含 9 个 motif。 所 有 AP3 序列 C 端 较 为 保守 ， 均 含有 motif 2、 
motif 4. motif 5, motif 6 和 motif 7， 而 N 端 多 含 motif 3。 与 其 他 植物 相 比 ， 绣 球 AP3 序列 
中 含有 特有 的 motif 12， 此 外 仅 洒 金 桃 时 珊瑚 AP3 序列 中 含有 这 一 基 序 ， 说明 HmAP3 相对 


其 他 植物 AP3 蛋白 可 能 会 有 更 多 功能 。 对 同 源 基 因 来 说 ， 其 序列 的 motif 大 体 相 似 ， 然 而 在 


不 同 物种 间 仍 存在 一 定 的 差异 ， 这 些 差异 导致 了 不 同 物 种 间 同 源 基 因 的 功能 差异 。 
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名 称 P 值 基 序 位 置 
Name P value Motif locations 
9 p— — 欧洲 红 瑞 木 Cornus sanguinea (AUT32396.1) 7886-235 L— —] n — (0M 1 D 
”| L— Me Cornus macrophylla (AUT32395.1) 1.34e-228 L———] aa OM 
g L— EH Cornus 'ersa (AUT32394.1) 3.78e-238 |a— s PNE mi —] 
: 山 莱 英 Cormus officinalis (AUT32393.1) 126e-236 L———] E ë ëo 
JS KLARE Cornus canadensis (AUT32391.1) 633e-239 L— sm — ON 1 
AMH Cornus florida (AUT32392.1) 1.73e-242 CC 
油茶 Camellia oleifera (AJN00603.1) 1.32e-234 | 
i wo | 3% Camellia sinensis (XP. 028059352.1) 1916235 L——]—————I — m 0 
SEIS BER Actinidia eriantha (ADU15474.1) 5.20e-238 C —u——— è è ë 00 
锦绣 杜 网 Rhododendron x pulchrum (BAL04871.1) 1.96e-149 | 
松下 兰 Monotropa hypopitys (AQM52302.1) 7.07e-221 Ea 
to [一 | 绣球 "REBE' Hydrangea macrophylla ‘Dooley’ 5.49-155 EEEENENEEESESEEKÁE)EESBDS —8 | 
b 绣球 Hydrangea macrophylla (AAF73931.1) 7.50c-188 人 
神秘 果 Synsepalum dulcificum (ACY08909.1) 147e-170 ENEEEEEEEEEEEEOC | 0m o — 
酒 金 桃 叶 珊瑚 Aucuba japonica var. borealis (BCO16354.1) 1.49e-227 Cl 
8 一 一 一 一 一 一 一 一 欧洲 构 骨 Hex aquifolium (ABF56131.1) 1.09e-188 ER 
SEXGH Styrax japonicus (ACY08915.1) 1.74e-158 [| 
ü 欧 丁香 Syringa vulgaris (AAC42584.1) 133e-174 ES 
金鱼 草 Antirrhinum majus (P23706.1) 1.63e-225 [ER | 
" p — Hh Solanum lycopersicum (AAC42583.1) 1.02e-171 El 
1o L— 烟草 Nicotiana tabacum (NP_001312649.1) 8.67e-233 Cl 
HELTZE T Ribes sanguineum (AAR06692.1) 2.95e-165 [cocco m —] 
wo L—  — IWAIŽHF Ribes diacanthum (AHY 19023.1) 8.23e-208 L——] A om — — o 
葡萄 Vitis vinifera (EOCPH4.1) 735e205 L———] EENENEEEENMAWAEZAR. oM — 
A$ Manihot esculenta (XP. 021612346.1) 1.84e-206 Cl 
可 可 Theobroma cacao (EOY14906.1) 7.46e-218 CC 
拟 南 芥 Arabidopsis thaliana (NP_191002.1) 1.11e-176 O A= | 
一 一 一 oto MoU consensus p 
m j EENEHH HFSSTGKLHEYISPSTSTROLFDOYORTIGIDLNSSHYERMORHIKKLKD 9. BU CEARVEIT I I IBI 
3. EET MARGKIOIKRIENSTNROVTYSKRRNCLFKKANE e RB SDEITYA 
H-E 50 c c s] QULA 
$  unenws HE E 


图 2 HmAP3 蛋白 系统 进化 和 motif 分 析 
Fig.2 Phylogenetic and motif analysis of HmAP3 


2.3 绣球 “ 杜 丽 ”AP3 蛋白 理化 性 质 与 结构 分 析 

绣球 “ 杜 丽 ”的 HmAP3 蛋白 分 子 式 为 Coz7Hi4epN26sO>87S7， 分 子 量 为 21 177.85 kD 。 该 
蛋白 共 包 含 181 个 氨基 酸 ， 不 稳定 系数 为 38.79， 属 稳定 蛋白 。 蛋 白带 负电 荷 残 基 总 数 (Asp 
+ Glu) 28， 带 正 电荷 残 基 总 数 (Arg + Lys) 25， 理 论 等 电 点 6.17。 和 蛋白 脂肪 指数 79.12， 亲 水 
性 (GRA-VY) - 0.791, 为 亲 水 性 蛋白 .HmAP3 蛋白 二 级 结构 中 w- 螺 旋 占 比 最 高 ,为 64.09%; 
其 与 结构 占 比 由 高 到 低 依次 为 无 规则 卷曲 (22.6596). iE BB E(S.8496). D-J1:5 (4.4296) (图 3). 
以 拟 南 芥 MADS-box 类 和 恒 白 三 级 结构 为 模型 , 预测 HmAP3 蛋白 三 级 结构 ,可 见 该 结构 中 含 
有 2 条 长 -螺旋 ， 螺 旋 间 纽 结 为 90"; 其 预测 结果 GMQE (全 球 模型 质量 估计 ) 值 为 0.32， 
QMEAN 得 分 0.74 € 0.05, uu np BER EB A). 


vi UN n 
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蓝 色 表 示 ou- 螺 旋 ， 紫 色 表示 无 规则 卷曲 ， 绿 色 表 示 p-Dr. ERRE. 
Blue indicates o-helix, purple indicates random coil, green indicates B-angel and red indicates extended strand. 
图 3 HmAP3 蛋白 二 级 结构 
Fig.3 Secondary structure of HmAP3 protein 


图 4 HmAP3 蛋白 三 级 结构 
Fig.4 Tertiary structure of HmAP3 protein 


24 CRISPR/Cas9 基因 编辑 载体 构建 

利用 CRISPRdirect 在 HmAP3 上 共 选 取 到 2 个 特异 性 强 的 靶 点 ， 分 别 命 名 为 
HmAP3-Tagetl. (5^ GATCTGTACCAGACGACAAT + GGG -3) 和 HmAP3-Taget2 (5'- 
TGAACGAAAGTATCGAGTAC + CGG 3) , $ GC 含量 分 别 为 45 9681 40 90, H-5 PAM 
位 点 相 邻 的 12 bp 在 参考 基因 组 (烟草 ) 中 均 仅 比 对 到 1 个 位 点 ， 证 明 该 对 点 具有 较 强 特 异 
性 。 用 引物 HmAP3-F2/R2、HmAP3-F3/R3 在 质粒 上 扩 增 含有 粘性 末端 的 目的 片段 ， 与 线性 
载体 连接 ,用 大 肠 杆菌 转化 后 挑 取 单 菌落 测序 ,测序 结 果 表 明 目 的 片段 已 成 功 插入 载体 ， 插 
入 片段 与 载体 结构 如 图 所 示 (图 3)。 绣 球 对 淹 霉 素 敏感 性 很 高 ， 经 2 mgL WERKIE, 
在 侵 染 约 2 000 枚 叶片 后 仅 培育 出 9 株 抗 性 芽 。 以 抗 性 芽 叶 片 DNA 为 模板 ， 分 别 使 用 靶 基 
因 序列 扩 增 引物 HmAP3-F1/ HmAP3-R1 和 Cas9 序列 扩 增 引物 Cas9-F/Cas9-R 对 抗 性 芽 进 行 
鉴定 。 扩 增 和 测序 结果 表明 ，9 株 抗 性 芽 叶 片 基因 组 中 有 5 株 可 克隆 到 Caso 序列 ， 但 其 部 
点 序列 均 未 发 生 突变 (图 6: B)。 提 取 抗 性 芽 叶 片 总 RNA 后 反 转 录 获 得 cDNA， 再 次 克隆 
Cas9 序列 ， 发 现 所 有 样品 均 无 法 扩 增 出 条 带 。 该 现象 说 明 载 体 序列 虽 已 成 功 整合 到 载体 基 
因 组 上 ， 但 Cas9 蛋白 并 未 成 功 转录 和 表达 ， 因 此 ， 编 辑 靶 点 的 序列 没有 改变 。 
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| Atu6 | |i | 18 | | STA region 
RB At-ubiquitin NLS Ubiquitin-NOS polyA pBR322 Bom site 


pCAMBIA1300::HmAP3-Taget1 


(TTTCTAGCTCTAAAAC GAACGAAAGTATCGAGTACEPAATCACTACTTC! 


pCAMBIA1300::HmAP3-Taget2 


TTTCTAGCTCTAAAACI|CCGGTACAAAGACTATGCTGICAATCACTACTT 


VASA AMAA JWA ANA vv MW 


A. pCAMBIA1300::HmAP3 载体 结构 : B. 载体 中 目的 片段 测序 结果 。 
A. Structure of pPCAMBIA1300::HmAP3 vector; B. Sequencing results of the target fragment in the vector. 


图 5 pCAMBIA1300::HmAP3 载体 图 谱 及 目的 片段 插入 情况 
Fig.5 pCAMBIA1300::HmAP3 vector mapping and target fragment insertion 


E 


A. 绣球 “ 杜 丽 ” 抗 性 芽 的 生长 状况 ; B. 抗 性 芽 基 因 组 中 Cas9 序列 扩 增 CM. DL2000 DNA Marker; WT. 3f 
生 型 ; 1- 9 绣球 “ 杜 丽 ” 抗 性 芽 ) 。 
A. Resistant buds growth of Hydrangea macrophylla *Dooley'; B. Cas9 amplification in the genome of resistant 
buds (M. DL2000 DNA Marker; WT. Wild type; 1-9. Resistant buds of Hydrangea macrophylla *Dooley"). 

图 6 绣球 ‘ 杜 丽 抗 性 芽 检测 


Fig.6 Detection of resistant shoots of resistant buds of Hydrangea macrophylla ‘Dooley’ 
3 讨论 与 结论 


本 研究 克隆 了 绣球 “ 杜 丽 ”的 HmAP3 基因 ， 并 对 其 核 昔 酸 序列 与 氨基 酸 序列 进行 了 生 
物 信息 学 分 析 。 研 究 发 现 HmAP3 与 模式 植物 拟 南 芥 (Yang etal., 2003) 及 园艺 作物 绿 竹 ( 朱 
龙 飞 ，2013)、 葡 萄 ( 胡 晓 燕 等 ，2021)、 菠 葛 ( 郑 雪 文 等 ，2021) 在 特有 的 K-box 结构 域 上 


长 度 相近 、 结 构 相 似 ， 表 明山 


模型 中 ，K-box 


结构 在 AP3 与 其 


他 蛋白 结合 形成 四 聚 体 的 过 程 ! 

HmAP3 蛋白 系统 进化 树 表明 AP3 基因 在 植物 系统 进 
鱼 草 、 烟 草 和 番茄 AP3 基因 聚 类 在 同一 大 分 支 、 
结果 相似 。Martino 等 (2006) 和 Liu 等 (2004) fi 
默 后 代表 现 出 花 莹 轮 数 增多 、 花 注 消 失 的 性 状 。 通 过 同 源 比 对 ， 执 


结构 域 在 不 同 物种 的 AP3 中 高 度 保守 。 弄 
明 HmAP3 是 稳定 的 杀 水 性 蛋白 ,与 郑 雪 文 等 (2021) 研究 一 致 。 在 HmAP3 和 蛋 
成 长 a- 螺 旋 结构 ， 与 植物 MADS-box 家 族 中 K-box 结构 域 特征 一 致 ， 该 
发 挥 关键 作 月 
化 过 程 中 的 保守 性 ， 
亲缘 关系 较 近 ， 与 Viaene 等 (2009) 研究 
KRIL, ÆI SIAP3 与 ) 


化 性 质 分 析 结 果 表 
蛋白 三 级 结构 


H (Yang & Jack, 2004). 


其 中 绣球 与 金 


因 草 NIAP3 基因 沉 
E 测 绣球 “ 杜 丽 ”HmAP3 
[K] SIAP3、N1AP3 功能 相似 , 可 能 负责 调控 绣球 花 器 官 中 花 莹 和 花瓣 的 形成 。 

本 研究 构建 了 2 个 绣球 HmAP3 单 靶 点 载体 ， 并 在 转化 获得 的 抗 性 芽 基 因 组 中 检测 


到 载 


体 序列 , 但 在 抗 性 芽 中 未 检测 到 Cas9 的 表达 和 编辑 位 点 序列 突变 。 本 研究 与 Ren 等 (2013) 


Hf 


完结 果 相 似 ， 他 推测 基 


载体 中 的 启动 子 从 nos-mini 变 为 U6b 


物 中 , Kishi-Kaboshi 等 (2019) 
和 CmActin2 启动 子 的 表达 活性 
中 活性 均 低 于 菊花 CmActin2 启动 子 。 本 看 


因 编 辑 工作 中 ， 


a 


AJA 


Tb 
差异 后 , 发 现 C 


证 了 


因 编 辑 效 率 与 启动 子 活性 有 关 : 因为 当 CRISPR/Cas9 基因 
启动 子 时 ， 遗 传 突变 率 可 从 0 提高 至 3.2%。 在 观赏 植 
这 一 观点 ,在 系统 性 比较 Ubiqutin. CaMV 35S 
aMV 35S 和 Ubiqutin 启动 子 在 菊花 愈 伤 组织 
究 使 用 的 Cas9 序列 启动 子 为 Ubiqutin 启动 子 ， 

猜想 其 在 绣球 组 织 中 的 表达 活性 极 低 ， 导 致 Cas9 序列 在 抗 性 芽 中 未 表达 。 在 下 一 步 绣球 基 
可 将 载体 中 启动 子 更 换 为 绣球 本 源 启动 子 , 进一步 探究 启动 子 活性 对 基因 编 
辑 成 功率 的 影响 。 


编辑 


本 研究 发 现 绣球 对 潮 霉 素 的 高 敏感 性 也 是 影响 CRISPR/Cas9 基因 编辑 效率 的 重要 因素 。 


本 而 


抗 性 芽 的 成 活 率 。 后 续 的 绣球 抗 性 芽 的 筛选 条 们 
进一步 优化 ， 以 提高 基因 编辑 效率 。 

本 研究 在 绣球 “ 杜 丽 ”1 
为 稳定 的 亲 水 性 重 白 ,氨基酸 序列 结构 分 析 训 


系统 进化 分 析 表 明 HmAP3 5) 


Wat. dean. 


卫生 情况 相符 ,推测 绣球 


E 明 其 具 


ZNAN 


EAE HEBR ALIA AN 
再 生 筛选 过 程 中 逐渐 增加 潮 霉 素 浓 度 的 方法 ， 提 高 
F 可 通过 调整 不 同 再 生 阶 段 潮 霉 素 浓度 的 方式 


以 HmAP3 HIA, RDE 2 个 以 Cas9 ÆA ssRNA, WERDERA A 


CRISPR/Cas9 基因 编辑 载体 ， 并 将 载体 序列 整合 到 绣球 基因 组 中 。 上 述 研 究 结 果 对 革 


究 HmAP3 基因 功能 奠定 理论 基础 ， 为 重 准 绣球 基 
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